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RESUME 


Les pessières d'altitude sont sujettes à une régénération 
naturelle de plus en plus diffuse, voire inexistante. De multiples 
hypothèses quant à l'origine de ce problème ont été avancées et, 
parmi elles, une déficience de la mycorhization. C'est dans cette 
optique et, sachant que l'enrésinement provoque une acidification 
du sol, que nous nous proposons d'étudier les effets du pH ainsi 
que de diverses solutions humiques sur la respiration tant du couple 
(Picea abies - Hebeloma crustuliniforme) que de chacun des partenaires 
pris isolément. 

La consommation d'oxygène de l'échantillon est mesurée 
à l'aide d'une électrode de CLARK, avant et après l'injection de 
la solution testée. 

L'injection d'une solution inerte à pH = 3 dans l'environne- 
ment de l'échantillon (champignon, racine ou mycorhize) fait chuter 
Sa consommation d'oxygène d'environ 45 %. Les solutions à pH =5 
et pH = 7 ont une incidence moins marquée, voire nulle. 

Les solutions humiques provenant d'humus de type mor 
augmente la consommation d'oxygéne des racines et des mycorhizes 
tandis que celles issues d'humus du type mull provoquent une diminu- 
tion de la respiration de tous les échantillons. 

Par l'intermédiaire d'une électrode à oxygène, il est 
donc possible d'apprécier l'influence de différents agents du milieu 
sur la respiration de racines, mycorhizées ou non. 

Mots-clés : Picea abies, racine, mycorhize, respiration, pH, humus. 
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Spruce forests at high altitude are characterized by 
a bad regeneration. Concerning the origin of this problem, a lot 
of hypothesis are formulated and, among them, a deficiency of mycorhi- 
zation is also forseen. With this point, and knowing that introduction 
of resin producing trees induce acidification of soil, we propose 
to study the effects of pH as also with varied humic solutions 
on respiration of (Picea abies + Hebeloma crustuliniforme) together 
and on each one separately. 


The oxygen consumption of the sample is measured with 
the help of a CLARK electrode, before and after the injection of 
the tested solution. 

The injection of an inert solution at pH = 3 in the environ- 
ment of the sample (mushroom, root or mycorrhiza) reduce the oxygen 
consumption of about 45 %. The solutions at pH = 5 and pH = 7 have 
a lowered effect, if at all. 

The humic solutions arising from humus of type mor augment 
the respiration of the roots and the mycorrhizae when this coming 
from the humus of type mull provoke a diminuation of the respiration 
of all the samples. 

By the means of an electrod of oxygen, it is therefore 
possible to appreciate the influence of different agents of the 
environment on the respiration of the roots, mycorrhizated or not. 
key-words : Picea abies, root, mycorrhiza, respiration, pH, humus. 


EFFETS DU PH ET DE SOLUTIONS HUMIQUES 93 


INTRODUCTION 


Les peuplements d'épicéa (Picea abies (L.) Karsten) 
de l'étage subalpin sont sujets à une, régénération naturelle de 
plus en plus diffuse, voire inexistante . De multiples hypothèses 
quant à l'origine de ce problème ont été avancées et, parmi elles, 
une déficience de la mycorhization est aussi envisagée. C'est 
dans cette optique et, sachant que l'enrésinement provoque une 
acidification du sol, que nous nous proposons d'étudier les effets 
du pH ainsi que de diverses solutions humiques sur la respiration 
tant du couple [ Picea abies + Hebeloma crustuliniforme ] que de 
chacun des partenaires pris isolément. 


Parmi les nombreuses approches possibles du métabolisme 
(production de protéines, dégradation de sucres...) l'étude de 
la respiration s'avère être une solution, yelativement simple et 
cependant efficace. L'électrode de Clark ,; de par son emploi, 
permet non seulement de quantifier la consommation d'oxygéne du 
matériel végétal, mais aussi de suivre son évolution lorsqu'une 
solution quelconque est mise en sa présence. 


Une première série de résultats donne l'intensité respira- 
toire du champignon, de la racine non mycorhizée et de la mycorhize 
tandis que dans une seconde série est discutée l'influence du 
pH et de la solution humique sur le comportement respiratoire 
du modéle étudié. 


MATERIEL ET METHODES 


1. Matériel végétal 
a) Le champignon 


Afin de faciliter les mesures, il a été décidé de manipuler 
sur du champignon en culture liquide. C'est pourquoi des fragments 
de mycélium d'Hebeloma crustuliniforme (provenance Sivrite) sont 
repiqués stérilement dans des) erlens contenant 100 ml de milieu 
Melin-Norkrans non gélosé . Ces erlens sont placés dans un 
agitateur (amplitude = 4 cms ; 40 oscillations-minute) thermorégulé 
à 24°C. Six semaines plus tard, le mycélium étant suffisamment 
abondant, une certaine quantité est introduite dans la cellule 
en vue de la mesure. Celle-ci terminée, l'échantillon est placé 
24 heures dans une étuve à 80°C pour obtenir le poids sec et ramener 
les résultats à 1g de M.S. 


b) Les plantule 


Les graines (origine : Alpes Très Haute Altitude, Sécheries 
de la Joux) sont désinfectées par imngrsion pendant une heure 
dans l'eau oxygénée 110 volumes à 30 % . Suivent trois rinçages 
à l'eau déminéralisée stérile et germination (sortie de l'axe 
hypocotylé) dans boîte de Pétri, sur papier filtre humidifié. 
Les graines germées sont ensuite transférées. dans de gros tubes 
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à essai (50 x 250 mm) contenant un mélange (v/v) de vermiculite 
+ tourbe et 50 ml de solution Melin-Norkrans modifiée (figs. 1): 
Dans le même temps, afin de limiter les risques de pollution par 
de trop nombreuses ouvertures des tubes nous introduisons des 
fragments de champignon découpés à l'emporte-pièce sur boîtes 
de Pétri. Les tubes-témoins renferment uniquement des plantules. 
Toutes ces opérations ont lieu sous hotte, en conditions de stérilité 
maximale. 


bécher 


coton cardé 
tube de verre 
inoculum 


corde à piano 


papier fiitre (étui) 


substrat = vermiculite + tourbe 


FIG. z 


Tube de culture des plantules. 


(Système mis au point au CNRF — Champenoux) 
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2. Les solutions 


Les solutions de pH sont préparées à partir de deux 
solutions-mères inertes de pH = 4 et pH = 7 (solutions titrisol 
Merck). Nous expérimentons sur la gamme pH = 3 , pH = 5 et 
pH = 7, la solution pH = 3 étant obtenue par addition de quelques 
gouttes d'acide chlorhydrique à la solution pH = 


Les solutions humiques sont préparées à partir d'humus 
de types mor et mull, prélevés dans des pessières à myrtille et 
pessières à hautes herbes. Afin de rester aussi proche que possible 
des conditions écologiques, on opère une extraction aqueuse 
à 100 g d'humus tamisé à 2 mm sont ajoutés 500 ml d'eau déminéralisée. 
Agitation par retournement pendant 12H puis filtration rapide 


à + 4°C. Recueil du filtrat (= solution) et mesure du pH. 


TABLEAU I : Solutions d'humus 


| Type de à | Horizon | Numéro | 
|___ Pessière Typed Bowe Profondeur | pH Solution | 
| | Litière | | | 
| Pessiére à Mor | 0- 3 cm 4,68 si | 
| myrtille | AF + AGH | | 
| | oia" ois | 418 j S, | 
SE | | | 
Pessière à A; 
Hautes herbes Bal} | 1 = 15 | 4,68 | Ss | 


3. L'électrode à Oxygène 


Elle permet de mesurer la vitesse de consommation d'oxygè- 
ne. L'échantillon (mycélium ou extrémité de racine) est introduit 
dans la cellule de mesure qui contient 1 ml d'eau déminéralisée 
saturée en oxygène. Après une dizaine de minutes, la vitesse de 
consommation d'oxygène de l'échantillon se stabilise : c'est la 
respiration avant perturbation. 


Nous injectons alors 1 ml de la solution à tester et 
suivons l'évolution de la consommation d'oxygène : c'est la respira- 
(tion après perturbation. La mesure dure environ 40 à 50 mn. En 
vue d'une étude statistique, la solution est testée sur 7 à 15 
échantillons. (cf. fig. 2). 
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Retour au bain d'eau G {J — erou de btocaga 


4 température 
contrôlée 


Arrivée d'eau 
à température 
contrôlée 
Mélange réactic 
Agitateur 
magnétique 
Solution de KC\ 


Joint torique 
en caoutchouc 


de l'électrode 
et enregistreur 


FIG. 2. Détail du dispositif de l'électrode 
à oxygène. 


RESULTATS 


1. Intensité respiratoire 
Le tableau II exprime l'ensemble des résultats : 


TABLEAU II : Evolution de la respiration 


| cossonsation a'o, | EVOLUTION APRES PERTURBATION (3) 
avant perturbation 
na 0, /an/g.M.S- TRE wes m=? 5, s, s 
Fans GEJ SS 7 EE] EN -25,8 
| steel US | saa | aa] tea Lee TE the 
re GE] 15,8 ER + 267 En] 1,2 
| treerhtades | PE WaS | tra 4 Tt tie À Eee) ! 07 ss 
fou leurs le a 3 ar 
nycorhizees. as | 30 | ‘os | ls ah Liu 


Les valeurs du tableau représentent une moyenne et gon écart-type, calculés sur 7 à 15 échantilluns 


Dans la première colonne apparaît l'intensité respiratoire. 


Les autres valeurs représentent l'augmentation (+) ou la diminution 
(-) de vitesse de consommation d'oxygène, exprimées en pourcentage 


de la consommation avant perturbation. 
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2. Effet du pH. (cf. fig. 3) 


Au moment de l'addition de la solution à tester, une 
certaine quantité d'oxygène dissous est introduite inévitablement 
dans la cellule, d'où le ressaut observé sur les courbes de la 
figure 3. Le même phénomène s'observera pour la solution issue 
de l'humus du type mull (53). 


Lorsqu'une solution de pH = 3 est injectée dans la cellule 
de mesure, les deux partenaires de la symbiose, pris isolément 
ou en couple, réagissent identiquement : leur consommation d'oxygène 
chute systématiquement d'environ 45 %. 


A pH = 5 et pH = 7, la respiration des échantillons 
est moins affectée. On notera toutefois qu'à pH = 7, la respiration 
des racines reste pratiquement inchangée alors que celle du champi- 
gnon chute tout de même de 26 %. 


3. Effet de solutions humiques. (cf. fig. 4) 


Nous avons mesuré le pH de chacune des solutions. Compris 
entre 4 et 5, celui-ci a une importance minime dans la réaction 
observée, compte tenu de ce qui vient d'être décrit précédemment. 


Les solution S, et S., lorsqu'elles sont injectées dans 
la cellule de mesure, provoquent une réaction de réduction du 
milieu se traduisant par une diminution immédiate de la quantité 
d'oxygène contenue dans la cellule. Celle-ci apparaît au niveau 
des graphes sous forme d'une chute brutale et instantanée de la 
courbe de consommation d'oxygène. Puis l'enregistreur indique 
à nouveau la respiration de l'échantillon. Remarquons que cette 
rupture de pente révèle bien un phénomène d'ordre physico-chimique 
puisqu'elle a lieu aussi en l'absence d'échantillon. 


Quelle que soit la solution injectée, la respiration 
après perturbation des racines mycorhizées reste toujours intermé- 
diaire entre celle des racines non mycorhizées et celle du champignon. 


DISCUSSION 


1. Intensité respiratoire. 


Il apparait trés nettement que la consommation d'oxygéne 
du champignon est supérieure à celle des racines. Parmi ces derniè- 
res, les racines mycorhizées consomment plus d'oxygène que les 
racines non mycorhizées, dans le même temps. ID et al. étaient 
parvenus aux mêmes conclusions pour le Pin ( Des travaux de 
radiorespirométrie menés au CNRF de Champenoux abondent aussi 
dans ce sens et franchissent méme une étape supplémentaire en 
démontrant d'une part que les mycorhizes de l'année ont une activité 
respiratoire plus intense que des mycorhizes plus âgées et d'autre 
part, qu'il existe des différences d'intensité respiratoire au 
sein méme de la mycorhize 


stéle y mycélium > autres tissus 


98 F. PELLISSIER, L. TROSSET 


nm 0,-10°/g MS 


SRS er : racines non 
mycorhizées 


: racines mycorhizées 


nm 0-10°/g MS nm 0,.10°/g MS 


FIG 3 : Consommation d'oxygène de racines excisées 
non mycorhizées et de racines excisées my- 
corhizées, avant et aprés injection d'une 
solution de pH. 


EFFETS DU PH ET DE SOLUTIONS HUMIQUES 


3 
nm 05.10 /g MS 


= : racines non 
mycorhizées 


racines mycorhizées 


3 
nm 0,-10 /g MS 


15 
Imis 
25 


12 


mn 


FIG. 4 : Consommation d'oxygène de racines excisées 
non mycorhizées et de racines excisées my- 
corhizées, avant et aprés injection d'une 
solution humique. 
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Par étlleurs de même que pour les mycorhizes du type 
V.A. chez le trèfle , on remarque que l'intensité respiratoire 
des racines mycorhizées n'est pas égale à la somme de celle du 
champignon et de celle de la racine non infectée mais au contraire, 
intermédiaire entre les deux. Ainsi, si l'on se réfère aux observa- 
tions de MARX qui constate que seules les racines riches en 
glucides solubles (métaboliseme actif) sont capables de réaliser 
la symbiose, on est en droit de se demander si le champignon n'est 
pas "embauché" malgré lui !? On peut en tout cas supposer que 
puisque symbjose il y a, les bénéfices n'en sont pas pour autant 
équilibrés 3 


2. Efficience du pH sur la respiration. 


L'action du pH sur les mycorhizes) est indirecte et dépend 
en fait du niveau de fertilité en N et P . 


Des mesures de croissance (biomasse) de Hebeloma crustuli- 
niforme sur des milieux de différents pH montrent qu'il croft 
d'autant mieux que l'atgghinité augmente (tests réalisés entre 
pH = 4,5 et pH = 7,5) . Nos travaux rejoignent ces résultats 
dans la mesure où la respiration du champignon est d'autant moins 
affectée que le milieu tend vers l'alcalinité. On peut donc présumer 
un effet néfaste de la part des protons : une sur-saturation en 
H* du milieu externe ne viendrait-elle pas contrarier le flux 
d'expulsion des protons mitochondriaux, provoquant par là-même 
un ralentissement général de la chaîne respiratoire ? 

L'effet de solutions acides (pH = 3) sur les racines 
mycorhizées ou non est comparable à celui sur champignon en culture 
pure, décrit ci-dessus. 


Si la concentration en protons du milieu réactionnel 
diminue, la respiration est alors d'autant moins affectée, et 
ceci quelle que soit la nature de l'échantillon. 


3. Efficience des solutions humiques sur la respiration . 


Lorsque la solution provient de la couche supérieure 
d'un humus du type mor (faible complexation), la vitesse de consomma— 
tion d'oxygène augmente (S ). On peut supposer que cette solution, 
de par sa provenance trés superficielle, contient des produits 
néoformés de faible masse moléculaire ou des glucides qui auraient 
pour effet de stimuler l'activité métabolique (pouvoir découplant). 


Par contre, les solutions provenant de couches plus 
profondes (S,) ou d'humus de type mull (S,) (complexation plus 
poussée) inddisent une diminution de la consommation d'oxygéne. 
Il est possible qu'elles entravent le bon déroulement du métabolisme 
de l'échantillon, probablement par l'intermédiaire de molécules 
complexes venant s'imiscer dans les cycles métaboliques liés à 
la respiration . 


Notons enfin que, travaillant sur des racines excisées, 
il y a un relargage inévitable de molécules dans le milieu réaction- 
nel, molécules pouvant intéragir avec l'oxygène en solution (réac- 
tions d'oxydo-réduction). 
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CONCLUSION 


Ces premières expériences ont permis de mettre au point 
une méthode permettant d'appréhender l'influence du milieu physico- 
chimique sur le système racinaire et la protection éventuelle 
que peut apporter la mycorhization. 


Bien que les mesures aient eu lieu sur des racines exci- 
sées, les premiers résultats obtenus nous permettent d'élargir 


l'usage de l'électrode à oxygène 


- en augmentant la taille de la cellule de mesure pour pouvoir 
opérer sur des systèmes racinaires entiers . 


- en testant des solutions allélopathiques et des hydrocarbures 
poll ants atmosphériques que l'on retrouve au niveau des litiè- 
res tis . 


Ainsi, il semblerait que certaines solutions humiques 
et le pH puissent modifier l'activité racinaire (respiratoire) 
et, par là, rendre plus difficile la survie des jeunes semis. 
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